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APRESENTACAO

O Brasil destaca-se atualmente no cenario mundial como um dos
maiores e mais importantes produtores de alimentos. Dentro desse contexto,
as Ciéncias Agrarias desempenham papel fundamental no crescimento da
nagao brasileira, haja visto que este € um pais essencialmente agricola, grande
produtor de alimentos a nivel nacional, como internacional. Além disso, esse
ramo das ciéncias agrarias encontra-se em constante transformacéo e evolugao,
demandando cada vez mais investiga¢des e aprimoramento dos conhecimentos
ja existentes.

Por isso, o desenvolvimento de estudos e pesquisas nas areas de
producdo, conservagéo e desenvolvimento dos recursos naturais voltados para
a expansao dos trabalhos agricolas, destacam-se como de grande valia, e
merecem um olhar especial.

Nesse sentido, e buscando trazer mais informacdes em torno dessa
temética, o livro “Ciéncias Agrarias: Estudos sistematicos e pesquisas avancadas
2” se apresenta como um instrumento eficaz e relevante envolvendo os mais
diversos aspectos dos estudos dentro deste campo de estudo, a fim de promover
um aparato aos produtores, estudiosos e pesquisadores da area. E dentro
deste contexto que oferecemos ao leitor a oportunidade de desfrutar de todo o
conhecimento prestado no presente material, a fim de despertar-lhes um olhar
critico e inovador para além das informacdes trazidas nele. Excelente leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Jonathas Araujo Lopes
Nara Rubia Santos Ferreira
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM
METODO PARA EXTRACAO DE ERGOSTEROL DE
BIOMASSA FUNGICA

Tayna Cris Silva
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RESUMO: A concentragdo do ergosterol
em fungo é dependente do estagio de seu
desenvolvimento. Esse € um componente

Data de aceite: 01/02/2023

celular que pode ser utilizado para a
determinacéo indireta de biomassa fungica.
Para quantificar o ergosterol é necessario
extrair do micélio. Os objetivos deste
trabalho foram produzir micélio, extrair o
ergosterol, correlacionar a sua quantificagéo
com o crescimento microbiano e validar a
metodologia para extracéo de ergosterol de
biomassa flingica obtida por fermentacéo
no estado sélido. O residuo oriundo do
despolpamento do fruto da palmeira jugcara
foi utilizado como substrato. Foi feita uma
cinética de crescimento do fungo. Para
extrair o ergosterol, a biomassa foi seca e
saponificada e em seguida foi aquecida,
adicionado hexano e colocado em
evaporador. O ergosterol foi ressuspenso e
foi realizada a leitura em espectrofotémetro.
O método adaptado para extracdo do
ergosterol do micro-organismo foi eficiente,
possibilitou a quantificagcéo da biomassa, de
forma indireta, pela determinacdo do teor
de ergosterol e permitiu elaborar a curva
de crescimento do fungo cultivado por
fermentacdo no estado solido. O método
adaptado para extracdo obteve éxito e foi
validado, sendo este apropriado para a
finalidade pretendida.

PALAVRAS-CHAVE: Espectrofotometria,
fermentacdo no estado solido, Aspergillus
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oryzae.

INTRODUCAO

O ergosterol € o mais importante esterol, constituinte natural das células ou
membranas miceliais (DEACON, 1998). A concentragéo do ergosterol numa massa fangica
€ dependente do estagio de seu desenvolvimento, e em consequéncia da umidade,
temperatura e tempo de crescimento (SCHRODER, 2015).

O ergosterol € um componente celular que pode ser vantajosamente utilizado para a
determinagéo indireta de biomassa fungica (RAHYMI-VERKI et. al., 2016). A determinagéo
do ergosterol na biomassa fungica pode ser realizada por espectrofotometria ultravioleta
(REGNER et al., 1994).

Para quantificar o ergosterol é necessario extrair do micélio, a literatura relata
diferentes métodos de extracdo (SEITZ, 1979; GUTAROWSKA e ZAKOVSKA, 2002). E
importante estudar e estabelecer um método adequado de extragéo, pois diferentes formas
de extrair o mesmo componente podem levar a resultados discordantes (COELHO, 2009).

A fermentacdo no estado soélido (FES) pode ser definida como uma técnica de
crescimento de micro-organismos sobre e no interior de particulas porosas Umidas, onde
o conteudo de liquido contido nesta matriz deve ser mantido a um nivel correspondente a
atividade de agua. O suporte soélido pode ser constituido por um substrato naturalmente
Umido ou por uma matriz inerte capaz de absorver os nutrientes que se encontram em
solucdo reproduzindo as condi¢cdes de baixa atividade de agua e alta transferéncia de
oxigénio (SCHRODER, 2015).

A validacdo deve demonstrar que o método analitico produz resultados confiaveis
e € adequado a finalidade a que se destina, de forma documentada e mediante critérios
objetivos (ANVISA, 2017).

Os objetivos deste trabalho foram produzir micélio, extrair o ergosterol, correlacionar
a sua quantificagdo com o crescimento microbiano e validar da metodologia para extracédo
de ergosterol de biomassa fungica obtida por fermentacao no estado sélido.

MATERIAIS E METODOS

Fermentacao no estado sélido e preparo da biomassa

Inicialmente foi feito o crescimento e manutencéo celular da cepa do fungo Aspergillus
oryzae ATCC 11488. Para a fermentacdo no estado solido foi utilizado o método descrito
por Schroder (2015) onde 25g do residuo do despolpamento do fruto da palmeira jugara
foram utilizados como substrato e meio de cultivo. Como fermentadores foram utilizados
frascos de Erlenmeyer, o meio foi esterilizado a 121 ° C por 20 minutos. Também foram
feitos frascos enriquecendo o substrato com 10% de azeite de oliva extra virgem (Gallo).

Ciencias agrarias: Estudios sistematicos e investigacion avanzada 2 Capitulo 2
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No residuo foi inoculada uma suspenséo de 102 conidios mL"' do fungo Aspergillus
oryzae ATCC 11488. Apos inoculados os frascos foram levados a estufa e incubados a 28
+ 2 °C, por 120 horas, foram retiradas amostras a cada 24 horas, sendo adicionados 60 mL
de tampéao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0. Em seguida o material foi agitado durante 1
hora, filtrado em tecido cirurgico, onde ocorreu a separagao da biomassa do filtrado.

Para o preparo da biomassa separada por filtracdo foi utilizada a metodologia
modificada descrita por Mokochiski et al. (2015) na qual a biomassa obtida foi colocada em
placas de petri e congeladas a -20°C. A biomassa passou por uma etapa de secagem em
estufa de ar a 45°C. As amostras foram retiradas da estufa e trituradas sendo em seguida
peneiradas (20 mesh).

Cinética de crescimento e extracao do ergosterol

Para a cinética de crescimento foram preparados 16 frascos, sendo que em um
deles o meio foi enriquecido com 10% de azeite de oliva. A cada 24 horas foram retirados
dois frascos da estufa, um com enriquecimento e outro sem enriquecimento, nas quais foi
realizada a extracéo do ergosterol.

Para a extracdo do ergosterol foi utilizada a metodologia descrita por Mokochiski
et al. (2015) com modificagdes. Foi pesado 0,25g da biomassa, que foi saponificada com
2mL de metanol e 0,5mL de NaOH (2N). A amostra foi aquecida em banho-maria durante
uma hora a 60 °C. Logo apos, elas foram resfriadas e foi adicionado 2mL de hexano,
sendo o conteldo transferido um bal&do de fundo redondo, o processo foi repetido por mais
duas vezes. O baldo entéo foi colocado em evaporador rotativo durante 5 minutos. Apés a
evaporacéo dos solventes o ergosterol foi ressuspenso com 5 mL de hexano e em seguida
realizada a leitura em espectrofotémetro a 282nm.

Biomassa padrao e recuperacao do ergosterol

Para a determinacao da biomassa padréo foi inoculado o fungo Aspergillus oryzae
ATCC 11488 em caldo Sabouraud, onde os frascos foram levados para o shaker a 28 + 2°C,
por 120 horas e procedeu-se a extracdo conforme ja descrito.

Foram feitas analises para verificar a recuperagéo de ergosterol, onde em 0,25 g do
residuo do despolpamento do fruto da palmeira jucara foi adicionado 10ug de ergosterol e
foi realizada a extragao, utilizando o mesmo método aplicado nas demais amostras.
Validacao da metodologia para extracdo do ergosterol em biomassa flingica
Seletividade

A andlise da solugao padréo e analito foram realizadas em espectrofotémetro UV-Vis
na faixa entre 250 a 300 nm para identificar o comprimento de onda de maxima absorcéo.
Curva de calibracao e linearidade/faixa linear de trabalho/sensibilidade

Para a curva de calibragdo de ergosterol foi utilizado o método descrito por
Gutarowska e Zakowska (2002). Foi preparada uma solugdo mée de ergosterol que foi
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diluida para obter diferentes concentragbes de ergosterol em 1,0 mL de hexano. As leituras
foram realizadas no espectrofotdbmetro em comprimento de onda 282nm.

A linearidade foi avaliada na faixa de concentragédo de 5 a 50pg mL-1 utilizada para
construg¢ao de cinco curvas padrdo, obtidas em seis niveis de concentracé@o. O coeficiente
de correlacao foi obtido através da regresséo linear pelo método dos minimos quadrados,
os resultados foram analisados estatisticamente para definir o coeficiente de determinacéao
(valor minimo R2 = 0,992).

Exatidao, limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)
A exatidao do método foi avaliada pela adi¢cao e recuperagéo de padrdo em triplicata
adicionado a matriz isenta de padrdo. Foram feitas analises para verificar a recuperagéo

de ergosterol do método modificado descrita por Mokochiski et al. (2015).A exatidao foi
expressa, conforme a Equacéo 1.

Exatiddo = concentracdo média experimental x 100

concentragéo teorica (1)

O calculo para determinar os valores correspondentes ao LD e LQ, foi baseado no
desvio padrdo da resposta do branco e sua relagdo com a inclinacdo da reta (coeficiente
angular) na curva analitica, seguindo as Equacgdes 2 e 3:

LD = (s/b)*3,3 (2)
LQ = (s/b)*10 (3)

Onde: s: desvio padrédo da resposta do branco;
b: valor da inclinagéo da curva analitica.

Precisao e robustez

Para a precisdo foram analisados trés niveis de concentrac¢des: 10, 30 e 40 ug mL"
de ergosterol, em triplicata. A repetibilidade foi realizada no mesmo dia e nas mesmas
condi¢cbes de analise, enquanto a preciséo intermediaria foi realizada em intervalos de 48
horas e com analistas distintos.

A robustez do método foi verificada pela variagdo de equipamento (BEL photonics
UV-2000 Spectrophotometer e UVmini-1240 UV-VIS spectrophotometers SHIMADZU) e
pelos valores de absorbancia encontrados no espectrofotémetro UV-Vis na faixa entre 250
a 300 nm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Recuperacao do ergosterol

Arecuperacao de ergosterol para o método estudado foi estimada em 66%, este valor
foi considerado um bom resultado de recuperag¢édo, comparando outro método utilizado por
Carvalho (2004) que obteve um valor de 10% de recuperacéo de ergosterol, que segundo
o autor foi considerado um baixo valor.

Extracao de ergosterol das amostras da cinética de crescimento e biomassa
padrao

ApO6s a andlise da biomassa padréo com o valor da absorbancia obtido foi encontrada
a concentragdo do ergosterol de 603ug. Apos correcdo do calculo da recuperagdo do
ergosterol para 100% de 909ug foi determinada a propor¢cédo de ergosterol (biomassa
de 909ug:0,25g=3637ug de ergosterol/g de biomassa seca), sendo possivel fazer a
determinagéo indireta de biomassa fungica.

Para determinar a curva de crescimento do fungo foi correlacionada a biomassa
obtida em cada analise com o tempo de crescimento (Figura 1).

0,3 1

0,25

0,2

—#—Sem enriquecimento

Biomassa (g)
(=
=
s

0,1 —<&— Com enriquecimento
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Figura 1: Curva de crescimento

Fonte: o autor

O maior valor de biomassa encontrado no experimento, tanto no meioenriquecido
quanto no meio ndo enriquecido foi em 96 horas de cultivo. Também foi constatado que o
crescimento decaiu ap6s 110 horas de fermentacdo. Comparando o crescimento no meio
com enriquecido e no meio sem enriquecimento, foi observado que o meio enriquecido
apresentou uma melhor resposta para o desenvolvimento do fungo, houve aproximadamente
o dobro da biomassa inicial em um periodo de 72 horas € o crescimento foi em torno e 20%
maior que o cultivo sem enriquecimento.
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Validacao da metodologia

A seletividade do método foi comprovada através da detec¢éo do pico de ergosterol
com absorcdo em 282nm (Figura 2). Segundo Carvalho (2004) esse comprimento de
onda é considerado o maior pico de absorbancia para o composto. O mesmo espectro de
absorgéo foi utilizado por Gutarowska e Zakowska (2002).
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Figura 2 - Espectros do pico de absorbancia a 282 nm do padréao (A) e do analito (B).

Os dados obtidos de absorbancia para solugbes padronizadas de ergosterol
possibilitaram a obtencédo da curva de calibracdo y=0,0174x+0,0177 e coeficiente de
correlagédo linear de R? = 0,992 foi verificada a linearidade do mesmo, obedecendo ao
parametro de aceitagdo da linearidade. A andlise de variancia (ANOVA) avaliou a qualidade
do ajuste do modelo linear. A analise dos dados da linearidade demonstrou ser a regressao
altamente significativa, uma vez que, os valores de F calculados foram menores do que os
valores de F criticos ao nivel de 95% de confianca.

Para a exatiddo a recuperacao de ergosterol fornecida pelo método foi estimada em
66%, sendo uma boa exatiddo comparada com a metodologia de extragéo de Carvalho que
(2004) obteve valor de 10% de recuperagao de ergosterol.

Os valores obtidos para os LD e LQ foram 0,50 e 1,54 pg/mL, respectivamente.
Com esses resultados foi verificado que o método possui alta sensibilidade para detectar
e quantificar a amostra.

A Tabela 1 apresenta os resultados para os testes de repetibilidade e precisao
intermediaria, demonstrando a precisao do método tendo CV% abaixo de 5%. Os dados
obtidos nos diferentes dias e analistas para cada concentracao investigada foram submetidos
ao teste t de Student e néo foi observada diferencga estatistica entre os diferentes conjuntos
de medidas realizadas (p < 0,05).
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Repetibilidade Preciséo intermediaria

Concentragao Média + DP Média + DP Teste t de
(ug.mL") (pg.mL") CV (%) (pg.mL") CV (%) Student (p)
10 13,93 +1,84 4,38 12,16 + 0,29 2,42 0,349
30 26,70 £ 1,02 3,83 25,94 +1,09 4,22 0,426
40 41,99 + 0,55 3,94 42,80 +0,14 0,34 0,529

CV = coeficiente de variagdo; DP= desvio padrao.

Tabela 1 — Resultados obtidos para as analises de repetibilidade e precisao intermediaria

Por fim, para a robustez foi observado que a especificidade do método nao
foi modificada, sendo encontrados valores proximos de absorbancia do ergosterol no
comprimento de onda de 282nm. Ao ser realizada a varredura no EspectrOmetro UV-
VIS foi obtido altos valores de absorbancia em pequenas variagbes do valor do pico do
comprimento de onda.

CONCLUSOES

O método adaptado para extracdo do ergosterol do micro-organismo foi eficiente,
possibilitou a quantificagdo da biomassa, de forma indireta, pela determinacdo do teor de
ergosterol e permitiu elaborar a curva de crescimento do fungo cultivado por fermentagcéo
no estado sélido. O método foi validado, sendo este apropriado para a finalidade pretendida
de quantificar o ergosterol em biomassa fungica obtida por fermentagéo no estado sélido.
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